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基础 研究 


人 CD45 基因 克隆 及 其 在 Hela 细胞 中 的 表达 


FRUGAL, AMM KMS, 晓 , 左 大 明 , 陈 政 良 
南方 医科 大 学 基础 医学 院 免疫 学 教研 室 ,广东 广州 510515 


摘要 :目的 克隆 人 CD45 cDNA 并 导入 Hela 细 胞 中 表达 ,建立 研究 CD45 功 能 的 细胞 模型 。 方 法 采用 RT-PCR 方 法 从 人 外 周 血 
单个 核 细胞 中 扩 增 CD45 基 因 PTPRC 的 cDNA, 将 其 克隆 至 pMD-18T 载 体 。 构 建 重组 真 核 表 达 载 体 PecDNA3.1-3xflag-CD45， 
Ze Hind MA Xho 双 酶 切 及 测序 验证 。 将 其 转 染 至 Hela 细 胞 ,以 流 式 细胞 术 (FCM) 和 免疫 印迹 (WB) 分 析 CD45 在 Hela 细 胞 中 
的 表达 情况 , 碱 性 磷酸 酶 试剂 盒 检测 CD45 的 活性 。 结 果 分 离 到 长 约 3900 bp 的 人 PTPRC cDNA 片段 ,将 其 插入 pPMD-18T 载 
体 获得 了 cDNA 克隆 。 酶 切 和 测序 结果 证 实 重组 表达 载体 PcDNA3.1-3xflag-CD45 构 建成 功 ,FCM 和 WB 分 析 表 明 CD45 能 在 
Hela 细 胞 中 有 效 表达 , 且 表 达 的 重组 CD45 和 蛋白 具有 生物 学 活性 。 结 论 成 功 获得 人 PTPRC cDNA 克隆 并 在 Hela 细 胞 中 有 效 
表达 ,为 进一步 研究 CD45 功 能 奠定 了 基础 。 
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Cloning of human CD45 gene and its expression in Hela cells 


LI Jie, XU Tianyu, WU lulin, ZHANG Liyun, LU Xiao, ZUO Daming, CHEN Zhengliang 
Department of Immunology, School of Basic Medical Sciences, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To clone human CD45 gene PTPRC and establish Hela cells overexpressing recombinant human CD45 
protein. Methods The intact cDNA encoding human CD45 amplified using RT-PCR from the total RNA extracted from 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of a healthy donor was cloned into pMD-18T vector. The CD45 cDNA fragment 
amplified from the pMD-18T-CD45 by PCR was inserted to the coding region of the PCDNA3.1-3xflag vector, and the resultant 
recombinant expression vector PcDNA3.1-3xflag-CD45 was transfected into Hela cells. The expression of CD45 in Hela cells 
was detected by flow cytometry and Western blotting, and the phosphastase activity of CD45 was quantified using an alkaline 
phosphatase assay kit. Results The cDNA fragment of about 3 900 bp was amplified from human PBMCs and cloned into 
pMD-18T vector. The recombinant expression vector PcDNA3.1-3xflag-CD45 was constructed, whose restriction maps and 
sequence were consistent with those expected. The expression of CD45 in transfected Hela cells was detected by flow 
cytometry and Western blotting, and the expressed recombinant CD45 protein in Hela cells showed a phosphastase activity. 
Conclusion The cDNA of human CD45 was successfully cloned and effectively expressed in Hela cells, which provides a basis 
for further exploration of the functions of CD45. 
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E FA J FS aE BR OE bas FY wa 
Fe. ALA BAA WE OPTK) ar A ea AE PTP) 
两 大 家 族 构 成 一 个 调控 网 络 Arg D a1 a Bi eA ee 
的 磷酸 化 程度 。CD45 是 白细胞 表面 共同 抗原 ,表达 在 
除 红细胞 和 血小板 之 外 的 所 有 血液 细胞 上 ,在 免疫 细胞 
如 T 细 胞 .了 细胞 .自然 杀伤 细胞 和 巨 噬 细 胞 表面 均 有 表 
达 。 该 分 子 为 单 链 跨 膜 糖 蛋 白 ,是 PTP 家 族 成 员 ,能 特 
异地 水 解 蛋 白质 底 物 上 的 酷 氨 酸 磅 酸 酯 键 以 脱 去 磷 
酸 ,与 PTK 相互 配合 ,调节 和 蛋白 质 的 功能 ,在 免疫 细 
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胞 的 发 育 和 活化 中 起 着 重要 作用 "。CD45 由 4~6 个 外 
显 子 (常见 的 有 ABC 等 ) 交 替 剪 接 而 成 ,使 其 至 少 有 9 
个 变 构 体 即 亚 型 ,如 CD45RA 、CD45RB CD45RC, 
CD45RO 等 。 单 个 细胞 可 同时 表达 CD45 的 多 个 亚 型 ， 
虽然 这 些 亚 型 的 胞 外 段 结构 不 同 ,但 胞 浆 段 具有 共 
同 的 酷 氮 酸 磷酸 酶 活性 结构 域 。 研 究 表明 ,CD45 在 免 
疫 细胞 的 信号 转 导 调控 中 发 挥 了 重要 作用 2 。 早 在 10 
余年 前 ,我 国 就 开始 了 对 制备 放射 性 元 素 标 记 的 CD45 
抗体 的 研究 ,为 靶 向 治疗 白血病 奠定 了 基础 X。 近 年 来 ， 
越 来 越 多 的 研究 集中 在 CD45 对 白血病 淋巴 瘤 和 非 造 
血 系 统 肿瘤 的 鉴别 .诊断 和 治疗 ”7。 本 研究 克隆 了 人 
CD45 基因 PTPRC 的 cDNA, 构 建 重组 真 核 表 达 载 体 
PcDNA3.1-3xflag-CD45, 转 染 Hela 细胞 并 成 功 表达 ， 
建立 了 人 研究 CD45 功能 的 细胞 模型 ,为 进一步 探索 CD45 
的 功能 奠定 了 基础 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 质粒 菌株 和 Hela 细胞 

Hela 细胞 .感受 态 细菌 Top10.pMD-18T 载 体 和 
PcDNA3.1-3xflag 质粒 均 为 本 实验 室 保存 。 
1.2 主要 试剂 

高 保 真 DNA 多 聚 酶 购 于 诺 唯 赞 生物 科技 有 限 公 
FJ; BS Hi] MEP ME Hind MA Xho I 以 及 T, 连 接 酶 购 于 
Takara 公 司 ;质粒 抽 提 试剂 盒 购 于 美 基 生 物 公司 ; 转 染 
试剂 PEI 购 于 Sigama 公 司 ;DMEM 培养 基 购 于 Life 公 
司 ; 胎 牛 血清 购 于 百 旺 生物 公司 ;PE-CD45 抗 体 为 美 天 
旋 公司 产品 ; 抗 标签 蛋白 单 抗 购 于 CST 公 司 ;HRP- 抗 鼠 
抗体 购 于 杭州 联 科 生物 公司 ; 碱 性 磅 酸 酶 试剂 盒 购 于 南 
京 建成 生物 工程 研究 所 。 
1.3 培养 Hela 细 胞 

Hela 细胞 常规 培养 于 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 
高 糖 完全 培养 基 中 ,和 置 于 37 % .5% CO, 培 养 箱 中 培养 ， 
隔 天 用 0.25% 胰 酶 消化 传代 培养 。 
1.4 克隆 PTPRC cDNA 

根据 PTPRC 基 因 序 列 设计 1 对 基因 扩 增 引物 :上 游 
引物 5'-CCAAGCTTATGACCATGTATTTGTGGCTT 
AAAC-3', 下游 引物 5-CCCTCGAGCTATGAA CCTT 
GATTTAAAGCTGGA-3'。 上 游 引 物 中 含有 Hind 王 酶 
切 位 点 ,下 游 引物 中 含有 Xho 工 酶 切 位 点 ,引物 由 Life 
公司 合成 。 取 健康 人 外 周 血 ,用 淋巴 细胞 分 离 液 分 离 
单个 核 细 胞 ,提取 总 RNA ,逆转 录 cDNA 后 ,用 高 保 
真 DNA 多 聚 酶 扩 增 目的 基因 。PCR 反 应 体系 为 50 uL, 
反应 条 件 :95% 预 变性 1 min,95 C28PE 20 s,53 CIE 
火 20s,72 CHEfH 2.5 min,35 个 循环 ;最 后 72 CHEE 
5.5 mins EIA PCR 产物 ,连接 到 pMD-18T 载 体 ,获得 
CD45 cDNA 克隆 pMD-18T-CD45。 
1.5 构建 重组 表达 质粒 PcDNA3.1-3xflag-CD45 

采用 PCR 技术 ,从 质粒 pPMD-18TCD45 扩 增 
CD45 基因 片段 ,分 离 PCR 扩 增产 物 ,将 其 与 真 核 表 达 
质粒 PcDNA3.1-3xflag 分 别 用 限制 性 内 切 酶 不 zd 焉 和 
Xho 工 于 37 % 双 酶 切 过 夜 ,琼脂 糖 凝 胶 电 泳 回收 , 取 酶 
切 好 的 PCR 产物 片段 和 质粒 DNA 片 段 , 用 T, 连 接 酶 于 
16 连接 8 h, 将 连接 产物 转化 感受 态 Top10 茵 中 , 涂 在 
含有 100 pg/mL AN EY) LB 固体 培养 基 上 ,37 C 
培养 过 夜 ,次 日 挑 取 单 克隆 菌落 IPE A AE 
素 的 LB 液体 培养 基 摇 菌 扩 增 14~16 ho PER AL 
PcDNA3.1-3xflag-CD45 , 送 华 大 基因 公司 测序 。 
1.6 重组 表达 质粒 PcDNA3.1-3xflag-CD45 44 # Hela 
细胞 

取 Hela 细 胞 ,加 入 6 孔 板 内 ,于 37 % .5% CO, 培 养 
箱 培养 ,次 日 待 细胞 贴 壁 融合 生长 达 孔 底面 积 的 70%~ 
80% 时 ,进行 细胞 转 染 。DMEM 稀 释 2 ug 质粒 ,加 入 
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2 uL 转 染 试剂 PEI(2 mg/mL) 混 匀 , 放 置 15 min 后 ,将 
其 缓慢 滴 入 已 吸 除 培养 液 的 6 孔 板 内 , 置 于 37 C5% 
CO, 培 养 箱 培养 48 h, 鉴 定 CD45 的 表达 及 活性 。 
1.7 检测 Hela 细 胞 CD45 表 达 

用 流 式 细胞 术 (flow cytometry, FCM) 检 测 CD45 
表达 。 细 胞 转 染 48 h 后 ,以 0.25% 胰 和 蛋白酶 消化 6 孔 板 
内 细胞 ,以 预 冷 的 含 1% 新 生 牛 血清 PBS 洗 细胞 3 次 ,加 
和 人 PE-CD45 抗 体 ,4 % 反 应 30 min, 用 预 冷 的 含 1% 新 生 
牛 血清 PBS 洗 3 次 ,上 流 式 细胞 仪 分 析 CD45 表 达 情 况 。 

以 免疫 印迹 (Western blot, WB ) 技 术 分 析 CD45 表 
达 。 细 胞 转 染 24、48 和 72 h 后 ,提取 和 蛋白 , 行 SDS- 
PAGE 分 离 , 之 后 将 凝 胶 上 和 蛋白 转移 到 PVDF 膜 上 ,用 含 
5% BSA 的 TBST 室 温 封闭 2 h; 加 入 用 TBST 1:1000 
稀释 的 抗 标签 抗体 ,4 CREAR RIL | TBST GENE 3 K 
后 ,加 入 HRP- 抗 女 抗 体 ,常温 下 反应 1 h; TBST GEES 
次 后 ,ECL 曝光 。 
1.8 分 析 CD45 酶 活性 

细胞 转 染 后 48 h ,在 细胞 孔 中 加 入 含有 和 蛋白酶 抑制 
剂 的 裂解 液 ,裂解 30~40 min, 用 微量 移 液 器 吸出 后 测 蛋 
白质 浓度 ,严格 遵循 碱 性 磷酸 酶 活性 测定 试剂 盒 说 明 书 
操作 ,测定 碱 性 磷酸 酶 活性 ,并 按说 明 书 公式 计算 每 克 
蛋白 的 酶 活性 。 
1.9 统计 学 方法 

应 用 统计 学 分 析 软 件 SPSS16.0 (SPSS, Inc. 
Chicago, IL, USA) 进 行 数据 学 分 析 , 本 研究 采用 Student's 
1 检验 ,P<0.05 认 为 具有 统计 学 意义 。 应 用 软件 Graphpad 
prism 5,FCS expression 3、Snap gene 进 行 图 像 处 理 。 


2 结果 
2.1 CD45 基 因 PTPRC cDNA 的 分 离 和 克隆 

提取 健康 人 外 周 血 单个 核 细 胞 总 RNA、 道 转录 
cDNA 后 ,PCR 扩 增 目的 基因 片段 ,经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 
泳 ,可 见 相对 分 子 质量 约 3900 bp 特异 条 带 (图 1) ,与 目 
的 条 带 CD45 大 小 一 致 。 将 其 连接 到 pPMD-18T 载 体 , 获 
得 CD45 cDNA 克隆 pMD-18T-CD45。 
2.2 构建 成 功 CD45 真 核 表达 载体 

将 从 质粒 pPMD-18TCD45 扩 增 出 来 的 PCR 产物 和 
25 BAK PCDNA3.1-3xflag SUED) .连接 构建 成 重组 表达 
载体 。 该 载体 约 10 000 bp( 图 2A 带 2) , LA Hind Ill Ail 
Xho 工 进行 双 酶 切 鉴定 ,可 见 重组 质粒 在 约 6000 bp 和 
4000 bp 有 特异 性 条 带 (图 2A 带 3)。 重 组 表达 载体 送 华 
大 基因 测序 ,测序 结果 经 Blast 软 件 比 对 ,与 NCBI 公 
的 序列 一 致 (ID: 5788) ,表明 重组 真 核 表 达 载 体 
PcDNA3.1-3xflag-CD45 构 建成 功 ( 图 2B)。 
2.3 CD45 在 Hela 细 胞 中 表达 

转 染 重组 表达 载体 PcDNA3.1-3xflag-CD45 以 及 
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图 1 RT-PCR 扩 增 人 外 周 血 单个 核 细 胞 中 CD45 
cDNA 片段 
Fig.1 CD45 cDNA fragment amplified from human 


peripheral mononuclear cells by RT-PCR. A: DNA 
maker; B: RT-PCR product; C: Blank control. 


空 载体 PcDNA3.1-3xflag 到 Hela 细 胞 48 h 后 ,以 PE- 搞 
CD45 抗 体 染 色 ,FCM 分 析 可 见 转 染 重组 质粒 的 细胞 比 


图 2 CD45 真 核 表达 载体 的 鉴定 
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转 染 空 载体 者 CD45 表 达 明 显 增高 (图 3)。 转 染 24 48, 
72 h 后 进行 WB 鉴 定 , 在 150 000(CD45) 以 及 36 000 
(内 对 照 GADPH) 处 可 见 特异 条 带 , 转 染 重 组 质粒 的 
Hela 细 胞 的 CD45 条 带 明显 深 于 转 染 空 质粒 者 ,表达 
在 48 h 达 高 峰 , 但 72h 时 仍 有 表达 (图 4)。 表 明 
PcDNA3.1-3xflag-CD45 能 有 效 地 转 染 Hela 细胞 并 表 
达 CD45 和 蛋白 。 
2.4 Hela 细 胞 表达 的 CD45 具 有 磷酸 酶 活性 

提取 转 染 重组 表达 载体 PcDNA3.1-3xflag-CD45 
或 空 载体 PcDNA3.1-3xflag 48 h 后 的 Hela 细 胞 以 及 
作为 阳性 对 照 的 天 然 高 表达 CD45 的 人 TT 细胞 株 
Jurkat 细胞 的 蛋白 质 , 分 析 其 磷酸 酶 活性 ,发 现 转 染 
PcDNA3.1-3xflag-CD45 的 Hela 细 胞 的 磷酸 酶 活性 明 
显 高 于 转 染 PcDNA3.1-3xflag 的 细胞 (P<0.05, 图 5)， 
表明 Hela 细胞 中 表达 的 重组 CD45 蛋白 具有 生物 学 


Fig.2 Identification of recombinant expression vector PcDNA3.1-3xflag-CD45. 
A: Identification of the recombinant expression vector PCDNA3.1-3xflag-CD45 


by double restriction enzyme digestion (1: DNA maker; 2: Recombinant 
plasmid PcDNA3.1-3xflag-CD45; 3: Recombinant plasmid after double 
restriction enzyme digestion ); B: Recombinant plasmid profile. 


0.28% 


FLI-H 


图 3 流 式 细胞 术 检 测 转 染 质粒 后 CD45 的 表达 


Fig.3 Analysis of CD45 expression in Hela cells transfected with plasmids by flow cytometry. A: Hela 
cells; B: Hela cells transfected with PcDNA3.1-3xflag; C: Hela cells transfected with PcDNA3.1- 


3xflag-CD45. 
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4 免疫 印迹 检测 转 染 质粒 后 Hela 细 胞 CD45 表 达 情 况 
Fig.4 Analysis of CD45 expression in Hela cells transfected 
with PcDNA3.1-3xflag or PCDNA3.1-3xflag-CD45 by Western 
blotting. 
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5 Hela 细 胞 表达 重组 CD45 的 磷酸 酶 活性 
Fig.5 Phosphatase activity of recombinant 
CD45 protein expressed in Hela cells. **P<0.05. 


3 讨论 

CD45 结构 分 为 为 胞 浆 区 、 跨 腊 区 和 膜 外 区 3 部 
分 。 膜 外 区 包括 多 态 性 区 域 . 富 含 半 胱 氮 酸 区 域 以 及 保 
守 区 域 。 研 究 证 实 ,CD45 胞 外 段 糖 基 化 种 类 及 程度 可 
调节 工 细胞 的 分 化 激活 .调控 和 存活 *"。 文 献 报道 ”， 
未 成 熟 抗 原 提 呈 细胞 通过 其 表面 C 型 凝集 素 MGL 与 T 
细胞 表面 CD45 相互 作用 , 负 向 调控 T 细 胞 的 功能 ; 
CD45 胞 浆 区 结构 域 具 有 了 酷 氨 酸 磷酸 酶 活性 ,调控 着 底 
物 蛋 白质 的 磷酸 化 ,从 而 调节 细胞 增殖 AMEE. TEA 
细胞 中 , 某 些 Src 酷 氨 酸 激酶 家 族 为 CD45 的 底 物 , 例 
如 ,TT 细胞 内 Leck 和 部 分 Fyn"",B AEAN Lyn” ™ , E EZH 
HEP AY Hck FI Lyn" , LA RSE PEAY) Lyn Hek il 
Fyn" , HEZE TCR BCR NK 细 胞 以 及 TLR 的 信和 号 转 
导 以 及 白细胞 的 粘 附 和 迁移 中 发 挥 重 要 作用 "。 因 此 ， 
在 某 种 意义 上 ,CD45 调控 着 所 有 和 白细胞 的 激活 “。 近 
年 来 ,不 仅 CD45 的 调控 作用 受到 关注 ,其 与 疾病 的 关 
系 越 来 越 受 到 重视 ,CD45 不 同 亚 型 的 表达 与 自身 免疫 
病 及 感染 性 疾病 相关 ,表明 CD45 作 为 重要 的 免疫 调节 
分 子 对 疾病 发 生发 展 有 着 重要 影响 ””。 同 时 ,CD45 抗 
体 靶 向 造血 细胞 的 免疫 治疗 受到 了 越 来 越 多 的 关注 <“” 。 

本 研究 中 ,我 们 将 CD45 基 因 从 健康 人 单个 核 细胞 
中 克隆 出 来 ,并 将 其 与 表达 载体 PcDNA3.1-3xflag 相 
连 ,构建 成 功 重组 表达 载体 PcDNA3.1-3xflag-CD45, 转 
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染 到 Hela 细 胞 中 ,并 能 够 正确 翻译 表达 。 为 进一步 考 
察 其 是 否 具有 生物 学 活性 ,我 们 利用 碱 性 磷酸 酶 能 够 分 
解 磷酸 茶 二 钠 产 生 游 离 酚 和 磷酸 , 比 色 法 检测 酶 活性 的 
原理 ,发 现 Hela 细 胞 表达 的 重组 CD45 和 蛋白 具有 一 定 的 
生物 学 活性 。 本 实验 成 功 地 构建 了 CD45 重 组 表达 载 
体 并 在 Hela 细 胞 中 有 效 表达 ,建立 了 有 效 的 进一步 研 
究 CD45 功能 的 细胞 模型 ,为 进一步 揭示 CD45 的 功能 
及 其 介 导 的 细胞 信号 通路 英 定 了 重要 的 物质 基础 。 

随 着 对 CD45 分 子 基 因 结 构 和 功能 的 深入 认识 ， 
CD45 在 淋巴 细胞 发 育 活化 中 的 作用 及 其 机 制 等 问题 
的 阐明 ,CD45 必 将 在 疾病 的 诊断 治疗 和 预后 等 方面 
发 挥 更 大 的 作用 。 
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